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1 要約 
[背景] 子宮平滑筋肉腫は標準的化学療法が奏功せず、遠隔転移が多発する極め
て予後不良の腫瘍である。近年、平滑筋肉腫の発生機序において腫瘍増殖を促
進するAKT-mTOR経路の恒常的活性化が関与することが報告された。一方、ク
ルクミンは香辛料のターメリック・生薬のウコンに含まれる有効物質として知
られ、種々の癌細胞増殖における複数のシグナル伝達経路を抑制することから、
副作用の少ない治療薬候補として注目を集めている。クルクミンにはmTOR経
路を遮断するという報告もあり、今回はクルクミンの子宮平滑筋肉腫に対する
抗腫瘍効果を検討した。 
[研究方法] 子宮平滑筋肉腫細胞株であるSKNおよびSK-UT-1を実験に用いた。
mTOR特異的阻害薬のラパマイシン、さらにクルクミンによる細胞増殖への影
響をMTSアッセイで検討した。薬物添加した培養細胞から蛋白質を抽出し、AKT、
mTOR、p70S6、S6蛋白質のリン酸化や蛋白質発現に対するラパマイシン、ク
ルクミンの効果をウェスタンブロット法で検討した。アポトーシスの誘導を
Cleaved PARP抗体を用いたウェスタンブロット法、TUNELアッセイと
Caspase-3活性で検討した。 
[結果] ラパマイシンおよびクルクミンは濃度依存的に細胞増殖を抑制し、
mTORとその下流標的蛋白質のリン酸化を低下させた。SKN細胞においてラパ
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マイシンがアポトーシスを誘導しなかったのに対してクルクミンは濃度依存的
にCleaved PARP蛋白質、DNAの断片化とCaspase-3活性を増加させた。クルク
ミンはSK-UT-1細胞においてもAKT-mTOR経路を抑制し、細胞増殖の抑制が認
められた。 
[結論] 子宮平滑筋肉腫細胞に対してクルクミンはラパマイシンとは異なるメカ
ニズムでAKT-mTOR経路を遮断し細胞増殖抑制およびアポトーシスを誘導し
た。今回の研究により、子宮平滑筋肉腫におけるクルクミンの抗腫瘍効果を世
界で初めて示す事ができた。さらなる検討により、今後の臨床応用が期待され
る。 
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2 研究背景 
2.1 子宮平滑筋肉腫の疫学 
 子宮平滑筋肉腫はまれな婦人科腫瘍であり、子宮から発生した悪性腫瘍
の約1%を占めると言われている[1]。子宮平滑筋肉腫は局所再発率が極めて高く、
血行性遠隔転移も高率に認め[2]、また標準的化学療法が奏効しにくい[3]という
特徴を持っているため、予後の極めて不良な腫瘍の一つと言われている。固形
腫瘍の治療を大きく進歩させた抗癌剤であるシスプラチンは、子宮平滑筋肉腫
に対して奏効率が3%と低く[4]、子宮平滑筋肉腫の治療の難しさを物語る。現在、
子宮平滑筋肉腫に対する最も一般的な治療法はドキソルビシンを用いた治療で
あり、最大奏効率は19~30%[5-7]と言われている。ドキソルビシンとその他の抗
癌剤を組み合わせて様々な臨床治験が行われたが、抗癌剤による毒性ばかりが
増加し、治療の効果が改善されないという残念な結果となった。細胞毒性をも
たらす従来の標準的化学療法は子宮平滑筋肉腫に対する治療法として、もはや
限界に達しており、腫瘍の分子生物学的メカニズムを考慮した分子標的療法の
導入が切望される[8]。 
2.2 子宮平滑筋肉腫の発生メカニズム 
 ピッツバーグ大学の研究グループの研究結果では、１７平滑筋肉腫の症
例（１０例子宮原発、５例遠隔転移巣、２例子宮外再発）中の１５例は１０番
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染色体長腕（Chr. 10q）の欠損を認めた[9]。染色体10qの遺伝子座は癌抑制遺伝
子PTEN（phosphatase and tensin homolog）を含み、PTENはチロシンキナーゼなど
を含む増殖因子受容体を介した細胞増殖促進シグナル伝達経路を抑制する大事
な制御蛋白質の遺伝子である。PTEN蛋白質はチロシンキナーゼのリン酸化標的
であるPIP3（phosphotidyl-inositol-triphosphate）を脱リン酸化することによって、
細胞増殖を抑制する。一方、栄養が豊富な状態では、または増殖因子やインス
リンがたくさん分泌される場合、チロシンキナーゼ受容体が活性化され、mTOR 
(mammalian target of rapamycin) の 上 流 に 位 置 す る PI3K
（phosphotidylinositol-3-kinases）とAKT（RAC-alpha serine-threonine-protein kinase）
がリン酸化され活性化される。 
 活性化されたmTORは下流のp70S6（p70 ribosomal protein S6 kinase 1）を
リン酸化・活性化し、続いて更に下流のリボゾーム蛋白質のS6がリン酸化され
活性化される[10]。この一連の反応は細胞増殖に不可欠な代謝反応を促進し、癌
における異常な細胞増殖を維持することが知られている。故に、
PI3K-AKT-mTOR経路の代表的な遺伝子のmRNAが様々な肉腫において高発現
量を呈すると知られている。また、マウスにおける平滑筋特異的にPTEN遺伝子
を欠失させると、マウス全身の様々な臓器から平滑筋肉腫が多発すると報告さ
れた[11]。この研究はmTORの恒常的活性が平滑筋肉腫の発生・生存に不可欠で
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あることを示唆し、実際にmTORの特異的阻害薬のラパマイシンを平滑筋肉腫モ
デルマウスに投与すると、その寿命が統計学的に有意に延長した。また、現在
PI3K-AKT-mTOR経路を標的とする分子標的治療薬は様々な臨床治験において
検証されており、その有用性が確定されつつある[8]。 
2.3 クルクミン 
 クルクミンは生薬のターメリック（Curcuma longa：日本ではウコンとし
て親しまれる）に含まれる生物学的活性の高い分子である。クルクミンをたく
さん含む食事を摂取する民族において大腸癌の発生率が低いことが知られてい
る[12]。クルクミンによる癌を予防する効果だけでなく、マウスを用いたin vivo
および癌細胞株を用いたin vitroの研究ではクルクミンによる抗腫瘍作用も多々
報告されている。クルクミンは細胞内において多様な分子標的を持っており、
AKT-mTOR 経路の抑制も報告された[13]。AKT-mTOR経路といえばmTOR 特異
的阻害薬のラパマイシンが有名である。ラパマイシンはmTOR と raptor 
（regulatory-associated protein of mTOR）の間の相互作用を阻害することによって、
専らmTOR complex 1 (mTORC1)の働きを抑制すると言われている。この
mTORC1はサブユニットのraptor、mTOR、PRAS40およびmLST8から形成される。
一方、クルクミンはラパマイシンと同様にmTORC1 を阻害するだけでなく、ラ
パマイシンに耐性を示すmTOR complex 2 （mTORC2）も阻害すると報告された
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[14]。mTORC2はサブユニットのrictor（rapamycin-insensitive companion of mTOR）、
mTOR、protor、mSin1から形成される。ラパマイシンはrictorの抑制ができない
ため、ラパマイシンによるraptor-mTORC1の抑制はrictor-mTORC2を優勢にして、
rictor-mTORC2によるAKTリン酸化のネガティブフィードバックの活性化を引
き起こすと言われている[15-16]。よって、raptor-mTORC1およびrictor-mTORC2
両方を抑制するクルクミンはラパマイシンよりも高い治療効果を持つ可能性が
ある。また、クルクミンは一般的に使われる標準化学療法と比較して毒性が少
ないため化学療法を代用できる可能性も期待できる。 
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3 研究目的 
3.1 ヒト子宮平滑筋肉腫のAKT-mTOR経路への依存性の検討 
ヒトの子宮平滑筋肉腫においてPTEN遺伝子座の欠損が認められた報告、
および平滑筋特異的PTENノックアウトマウスにおける平滑筋肉腫が多発する
報告から、ヒト子宮平滑筋肉腫においてもAKT-mTOR経路の恒常的活性化が腫
瘍の発生に重要だと推測した。しかし、これまでにヒト子宮平滑筋肉腫が
AKT-mTOR 経路に依存しているという直接的な証拠がなかったため、mTOR特
異的阻害剤のラパマイシンを用いて、今回の研究を行うことにした。 
3.2 クルクミンによるヒト子宮平滑筋肉腫細胞増殖抑制効果の検討 
クルクミンは様々な悪性腫瘍に対して抗腫瘍効果を発揮すると報告さ
れているが、子宮平滑筋肉腫に関する検討はまだ行われていなかった。従って、
ヒト由来の子宮平滑筋肉腫細胞を用いてクルクミンの抗腫瘍効果を検討する必
要があった。 
3.3 クルクミンによるヒト子宮平滑筋肉腫細胞におけるアポトーシスの誘導効
果の検討 
クルクミンは子宮平滑筋肉腫細胞において単なる細胞増殖を抑制する
か、それとも、更にアポトーシスも有効に誘導できるか検討する必要があった。
理由は、子宮平滑筋肉腫において標準化学療法として使われるドキソルビシン
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は腫瘍細胞の増殖を抑制できるが、アポトーシスを誘導できなかったという報
告があったからである。 
3.4 クルクミンの子宮平滑筋肉腫細胞における抗腫瘍作用メカニズムの解明 
クルクミンは様々な標的を持っているが、子宮平滑筋肉腫細胞に対して
どのようなシグナル伝達経路を標的に抗腫瘍効果を発揮するか検討する必要が
ある。これまでにクルクミンはAKT-mTOR経路を抑制すると報告された[14]。も
し子宮平滑筋肉腫においてPTEN欠損などによるAKT-mTOR 経路の恒常的活性
化が子宮平滑筋肉腫の発生に重要であれば、AKT、mTOR とその下流分子p70S6
およびS6のリン酸化を抑制できるクルクミンの特性を利用して、子宮平滑筋肉
腫細胞に抗腫瘍作用をもたらすことができると考えた。 
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4 研究方法 
4.1 細胞株の培養および維持 
2種類のヒト由来子宮平滑筋肉腫細胞株、SKN［17］およびSK-UT-1を用
いた。SKNは財団法人ヒューマンサイエンス振興財団から購入した細胞株であ
り、10％FBS （バイオウェスト社、マイアミ市、フロリダ州、米国）を添加し
たHam-F12培養液（和光純薬工業株式会社、大阪）で培養し、37℃および5％CO2
の環境下で細胞を維持した。 
SK-UT-1はAmerican Type Culture Collection（ATCC、Manassas市、バージ
ニア州、米国）から購入した細胞株であり、10％FBS （バイオウェスト社）を
添加したEagle’s minimum essential medium培養液（GIBCO、インビトロジェン、
Carlsbad市、カリフォルニア州、米国）で培養し、37℃および5％CO2の環境下
で細胞を維持した。 
4.2 薬物 
クルクミンは和光純薬工業株式会社から購入し、濃度が1Mになるように
DMSO(シグマアルドリッチジャパン)で溶かし、-20℃に冷凍保存した。ラパマイ
シンはCell Signaling Technology社 （ベバリー市、マサチューセッツ州、米国）
から購入し、100μMになるようにDMSOに溶かし、-20℃に冷凍保存した。
Compound CはCalbiochem社（サンディエゴ市、カリフォルニア州、米国）から
 12 
 
購入し、10mMになるようにDMSOで溶かし、4℃に保存した。全ての実験にお
いて、DMSOの濃度は0.1％(v/v)であるため、コントロールのDMSO濃度も0.1％
に調整し実験を行った。 
4.3 細胞増殖能力の測定 
細胞の増殖能力はCellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 
Assay system (MTS assay)（プロメガ社、マディソン、ウィスコンシン州、米国）
の市販キットを用いて測定した。試薬の添加は製造会社のプロトコールに従っ
て行った。実験のため、SKNは5000細胞／ウェル；SK-UT-1は10,000細胞／ウェ
ルになるように、96-ウェルの培養プレートに播いた。細胞は5%CO2および37℃
の湿度調節機能付きのインキュベータにおいて24時間培養してから、クルクミ
ン、ラパマイシンまたはCompound Cを加えた。更に72時間培養した後、20μlの
MTS assay試薬をそれぞれのウェルに加え、インキュベータ内で2時間反応させ、
吸光度測定器で490nmの波長で吸光度を測定した。 
4.4 ウェスタンブロット法：蛋白質の発現量および活性の比較 
細胞は80~90%の密度になるように培養した。新しい培養液に交換して24
時間培養後、クルクミン、ラパマイシンまたはCompound Cを添加した。薬物に
曝露した細胞をPBS/EDTAで回収しペレット状にした後-80℃にて保存した。冷
凍融解した細胞はバッファーC（20mM HEPES [pH7.0]、400mM NaCl、1mM EDTA、
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1mM EGTA、1mM DTT、0.1% proteinase inhibitor cocktail[シグマアルドリッチ]、
0.5% Nonidet P-40[シグマアルドリッチ]）を用いて細胞を顕濁・融解した。融解
した細胞の蛋白質はSDS-PAGEで分離後、PVDFメンブレン（バイオ・ラッド、
Hercules市、カリフォルニア州、米国）に蛋白質を転写した[18]。転写後のメン
ブレンはPBS-T（0.1%界面活性剤Tween-20を添加したリン酸バッファー）に溶か
した5%スキムミルクに室温で1時間ブロッキングを行い、PBS-Tで10分間2回軽
く洗浄し、一次抗体と反応させた。用いた一次抗体は抗AKT抗体、抗リン酸化
AKT抗体（P-AKT：Thr 308）、抗mTOR抗体、抗リン酸化mTOR抗体（P-mTOR：
Ser 2448）、抗リン酸化p70S6抗体（P-p70S6：Thr389）、抗S6抗体、抗リン酸化
S6抗体（P-S6：Ser235/236）、抗リン酸化AMPK抗体（P-AMPK：Thr172）、抗
PARP抗体、抗断片化PARP抗体（ヒト特異的Cleaved-PARP：Asp214）、抗β-ア
クチン（β-actin）抗体である。抗β-アクチン（β-actin）抗体（シグマアルドリッ
チ）以外は、全てCell Signaling Technologyから購入したものである。蛋白質の検
出はミリポア社の蛍光色素を用いた。 
4.5 アポトーシスの検出・定量化 
 早期のアポトーシスの定量はCaspase-3の活性を検出するキットの
CaspACE
TM
 Assay System（プロメガ）を用いた。クルクミンはSKN細胞に3時間
添加した後、細胞を回収し、-80℃で冷凍保存した。冷凍融解した細胞はバッフ
 14 
 
ァーC（20mM HEPES [pH7.0]、400mM NaCl、1mM EDTA、1mM EGTA、1mM DTT、
0.1% proteinase inhibitor cocktail[シグマアルドリッチ]、0.5% Nonidet P-40[シグマ
アルドリッチ]）を用いて細胞を顕濁・融解した。抽出した蛋白質40μg を 用 い
てキット製造者のプロトコールに従ってCaspase-3の活性を測定した。 
 晩期のアポトーシスはTUNEL染色で定量化を行った。ロシュ社（Basel、
スイス）のIn situ Cell Death Detection Kitを用いた。SKN細胞を5,000細胞／ウェ
ルの密度で8ウェルのLab-TekTMチャンバースライドにて24時間培養し、クルク
ミンを添加した後、更に5%CO2および37℃の湿度調節機能付きのインキュベー
タにおいて48時間培養してから、TUNEL染色を行った。各サンプルについて3
視野からTUNEL染色陽性細胞の割合を数えた。細胞核が黒褐色に染色した細胞
をTUNEL染色陽性とした。 
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5 研究結果 
5.1 ラパマイシンは濃度依存的に子宮平滑筋肉腫細胞増殖を抑制する 
ヒト由来子宮平滑筋肉腫細胞株のSKNを用いてMTS assayを行い、ラパ
マイシンによる細胞増殖抑制効果を検討した。図１Aで示したように、ラパマイ
シンは濃度依存的にSKN細胞増殖を抑制した。その効果は1nMの濃度から認めら
れ（p＜0.05）、100nMの濃度では50%の細胞増殖抑制効果が認められた（p＜0.01）。 
更に、ラパマイシンによるAKT-mTOR経路への影響もウェスタンブロッ
ト法で確認した。10nMおよび100nMのラパマイシンでは、SKN細胞において、
mTORのリン酸化が顕著に抑制され、mTORの下流の標的蛋白質p70S6とS6のリ
ン酸化もほぼ完全に抑制された（図1B）。しかし、ラパマイシンは図1Cで示し
たように、早期のアポトーシスを示唆するPARPの断片化を誘導することができ
なかった。 
5.2 クルクミンはAKT-mTOR経路を抑制することによって子宮平滑筋肉腫細胞
増殖を抑制する 
 クルクミンの子宮平滑筋肉腫に対する抗腫瘍効果を証明するため、MTS 
assayを行った。図2Aおよび2Bで示したように、クルクミンは子宮平滑筋肉腫細
胞株のSKNおよびSK-UT-1両方に濃度依存的に細胞増殖抑制効果をもたらした。 
 クルクミンによる細胞増殖効果にはAKT-mTOR経路の抑制が関与する
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ことを証明するため、ウェスタンブロット法でAKT、mTOR、p70S6、S6蛋白質
のリン酸化および発現量を確認した。図2Cで示したように、SKN細胞ではクル
クミンの3および6時間添加により50μMから濃度依存的に、mTORの下流標的蛋
白質であるp70S6およびS6のリン酸化の低下を認めた。但し、AKTおよびmTOR
のリン酸化の抑制は高濃度の200μMでのみ認められた。これらの蛋白質はクルク
ミンによる発現量の変化がなかった。SK-UT-1も同様に、クルクミンによる
AKT-mTOR経路の抑制が蛋白質のリン酸化レベルで確認できた。mTORの上流
に位置するAKTのリン酸化の抑制も200μMクルクミンでのみ認められた（図2D）。
また、SK-UT-1もSKNと同様にクルクミンによるAKTおよびmTOR蛋白質発現量
の変化がなかった。 
5.3 クルクミンは子宮平滑筋肉腫細胞においてアポトーシスを誘導する 
 クルクミンはラパマイシンと類似した分子生物学的メカニズムで子宮
平滑筋肉腫細胞増殖を抑制するが、ラパマイシンと同様、アポトーシスの誘導
ができないか検討する必要がある。図3Aで示したように、クルクミンはSKN細
胞において早期のアポトーシスであるPARPの断片化を誘導した。更に、
Caspase-3の活性もクルクミン濃度に比例して誘導された（図3B）。 
 クルクミンは早期のアポトーシスだけでなく、晩期のアポトーシスも誘
導できることを証明するためにTUNEL染色も行った（図4A）。TUNEL染色を定
 17 
 
量化し、図4Bで示したように、クルクミンは25μMから100μMまで一定なDNA断
片化を引き起こすが、200μMクルクミンで最も顕著にアポトーシスを誘導した（p
＜0.01）。 
5.4 クルクミンによるmTORの抑制はクルクミンによるAMPKの活性化に依存
しない 
 図5で示したように、mTORは栄養豊富な状態ではAKTを介して活性化さ
れるが、飢餓状態に陥ると、AMPKの活性化によりmTORが抑制される。クルク
ミンによるmTORの抑制にAMPKの活性亢進が関わっているかをAMPKの特異
的阻害剤Compound Cを用いて検証した。図6Aで示したように、Compound Cは
AMPKのリン酸化を低下させたが、それに伴うはずのmTORのリン酸化は回復し
なかった。さらに、Compound Cはクルクミンによる細胞増殖の抑制を解除させ
ることができなかった（図6B）。 
5.5 クルクミンはAKTのネガティブフィードバック再活性化を抑制する 
 mTORの抑制はAKTのネガティブフィードバック再活性化を引き起こす
可能性がある[15-16]。図7で示したように、ラパマイシンは持続的なmTOR抑制
をもたらすが、AKTの活性を全く抑制できないため、時間が経ってもアポトー
シスの誘導が見られなかった。一方、50μMクルクミンは6時間および24時間では
mTORの抑制をもたらし、AKTの再活性化を引き起こしたが、48時間になると
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AKTの活性を顕著に抑制し、アポトーシスも有効に誘導できた。 
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6 考察 
6.1 クルクミンはラパマイシンと同様のメカニズムで子宮平滑筋肉腫細胞増殖
を抑制 
平滑筋特異的PTENノックアウトマウスでは平滑筋肉腫が多発し[11]、ヒ
ト子宮平滑筋肉腫においてもPTEN遺伝子を含み遺伝子の欠損が高頻度に認め
られ、AKT-mTOR 経路の恒常的活性は子宮平滑筋肉腫の発癌過程に重要だと示
唆された。また、今回の研究以前に、子宮平滑筋肉腫以外の横紋筋肉腫におけ
るクルクミンの抗腫瘍作用も証明されており、その作用機序はmTORとその標的
であるS6のリン酸化の抑制が関わっている事が報告された[14]。 
我々は子宮平滑筋肉腫細胞株SKNにラパマイシンを投与したところ、細
胞増殖が有意に抑制されたため、AKT-mTOR経路の恒常的活性化は子宮平滑筋
肉腫細胞増殖に重要であることを確認できた。ウェスタンブロットの結果では、
ラパマイシンとクルクミンともにmTORおよびその下流標的のp70S6およびS6の
リン酸化を抑制することができ、クルクミンはラパマイシンと同様の機序で
raptor-mTORC1を抑制することによって、子宮平滑筋肉腫細胞の増殖を抑制する
と考えられる。 
血清無添加培地の条件下でもAKTまたはmTORのリン酸化が認められる
場合には、AKT-mTOR経路の恒常的活性化が強く示唆されると考えられている
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[19]。SKN細胞においても血清無添加培地で培養しても、mTORのリン酸化が維
持されているため、この細胞ではAKT-mTOR経路が恒常的に活性化されている
と推測した。 
イギリスのThe Cancer Genome ProjectによってSK-UT-1の遺伝子配列が
解析され、PTEN遺伝子におけるフレームシフト変異（p.T319fs*1および
p.N323fs*2）が発見された。これよりSK-UT-1もPTEN遺伝子の機能的欠損によ
るAKT-mTOR経路の恒常的活性を持つと考えられる[20]。 
 ウェスタンブロットの結果では、SKNはSK-UT-1と比較し、AKTのリン
酸化がより顕著であった。クルクミンによるAKTおよびmTORのリン酸化の消失
のパターンもSK-UT-1の方がより濃度依存性を示していた。このような違いを認
めることから判断すると、詳細は不明であるが両細胞株はAKT-mTOR経路の活
性化メカニズムに関しては異なる可能性がある。 
6.2 アポトーシスの誘導について 
 細胞増殖の抑制は必ずしもアポトーシスの誘導を伴うと限らない。ドキ
ソルビシンおよびロスコビチンは肉腫に対して細胞増殖抑制効果をもたらすが、
アポトーシスを誘導しない[21]。今回我々の結果では、ラパマイシンもこれらと
同様に細胞増殖抑制効果が認められたが、アポトーシスの誘導はあまり明らか
ではなかった。 
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 ラパマイシンは細胞内においてFKBP12という蛋白質と結合してから、
高い特異性を持ってmTORC1のrictorを阻害し、mTORC1を構成するmTOR、
PRAS40、mLST8、rictorの間の結合を崩壊させると言われている。ラパマイシン
によるmTORC1の阻害はラパマイシン耐性サブユニットrictorを含むmTORC2を
活性化し、AKTのネガティブフィードバックリン酸化・活性化を引き起こすと
言われている[22]（図5）。AKTはアポトーシス抑制蛋白質のBadを活性化しアポ
トーシスの誘導を抑える報告がある[23]。よって、図1Cおよび図7の結果のよう
に、ラパマイシンによる持続的なmTORC1の抑制を示唆するp70S6およびS6のリ
ン酸化の消失は、アポトーシスの誘導を伴わなかった。一方、200μMクルクミン
は3時間と6時間でもmTORC2の機能を示唆するAKTのリン酸化を完全に抑制し、
有効にアポトーシスの誘導ができた。また、図7の結果のように、より低い50μM
クルクミンでも、時間が経てば、AKTが抑制され、顕著なアポトーシスの誘導
（PARPの断片化：Cleaved PARP）が観察された。 
 図3Aでは、6時間の200μMクルクミンは3時間の200μMよりPARPの断片
化が低下しているように見える。この現象はアポトーシスに様々な段階があり、
それぞれ違うタイミングで起きると説明できる。図8を使って説明すると、Fas 
ligandなど猛烈なアポトーシス誘導因子によるCaspase-3活性およびPARPの断片
化は3から6時間でピークに達すると言われている[22]。一方、DNAの断片化は9
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時間以上経たなければ観察できない[23]。従って、6時間では200μMクルクミン
による早期アポトーシスのピークが過ぎてしまって、PARPの断片化が3時間よ
り低くなっても合理的である。 
腫瘍細胞増殖の抑制だけでなく、細胞侵潤能の抑制[26]からアポトーシ
スやオートファジー[27]の誘導まで、クルクミンによる相乗的な抗腫瘍効果はそ
の標的の多様性によるものだと考えられる。例えば、AKT-mTOR経路以外に、
クルクミンはNF-κBのシグナル伝達経路を抑制する事も報告されている。化学療
法[28]や放射線[29]に曝露した腫瘍細胞はNF-κBの蛋白質発現量が上昇し、アポ
トーシスを阻害する反応として、Bcl-2の発現上昇やSTAT3のリン酸化が起きる。
クルクミンは化学放射線療法によって転写発現が促進されるNF-κBを直接抑制
し、アポトーシスを有効に誘導できると報告されている。この事実を踏まえ、
クルクミンは様々なメカニズムを駆使し腫瘍細胞においてアポトーシスを誘導
する事ができると考えられる。 
6.3 飢餓によるエネルギーストレスとの関連 
クルクミンはラパマイシンと比較し、mTORシグナルの抑制がそれ程強
くなかったため、抑制機序においてAKT-mTOR以外の経路も関与する可能性を
考慮し、AMPKの役割も検討した。 
AKT-mTOR経路は栄養豊富な状態で活性化される。一方、飢餓によるエ
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ネルギーストレスに曝されると、AMPKはLKB1やAMPによりリン酸化され、
AKT-mTORに負なシグナルが入る（図5）。AMPKのリン酸化を促進する典型的
な薬剤はMetforminであり、乳癌[30]、卵巣癌[31]においてMetforminによるAMPK
の活性化は抗腫瘍作用をもたらすと報告された。また、クルクミンによるAMPK
の活性化は横紋筋肉腫[14]および前立腺癌[32]でも検討されたが、mTOR活性の
抑制に関与しない結果であった。今回の研究も同様に200μMクルクミンを添加し
たSKN細胞においてCompound CでAMPKの活性を抑えても、mTORのリン酸化
および細胞増殖が回復しなかったため、今までの報告と矛盾しない結果となっ
た（図6）。 
6.4 クルクミンの薬物動態 
クルクミンは経口摂取による血中濃度の個人差が大きく、症例によって
は血中に検出できないほど低い場合もあり、薬物動態が非常に悪いと言われて
いる[33]。クルクミンは腸管に吸収されにくく、体内に速やかに代謝され、体外
への排出も速いため、薬物動態を改善しなければ、抗腫瘍剤としての臨床応用
が限定的である。 
一方、クルクミンの腹腔内投与は血中濃度を上げる事ができ、100 mg／
kgクルクミンをマウスの腹腔内に投与した後の15分に、クルクミンの血中濃度
が2.25 μg/mlに達し、1時間後に脾臓のクルクミン濃度が26.06 μg/mlに達するとい
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う報告がある[34]。その最大血中濃度は、クルクミンの分子量368.38を用いて、
単純に割算すると6.1μMの濃度となる。マウスにおけるクルクミンの投与は最大
500mg／kgと報告されているので、腹腔内投与による最大血中濃度は30.5μMに
達しうると推測する。今回の実験では25μMのクルクミンは細胞増殖を70~80%抑
制できたので、このような計算に基づけば、in vivoにおける抗腫瘍効果が期待で
きる。 
2000年から2002年にかけて進行大腸癌の患者においてクルクミンの薬
物動態および抗腫瘍作用についてPhase Iの試験が行われた[35]。この試験は4ヶ
月間連続毎日3.6 gの経口投与が行われた。患者におけるクルクミンの薬物動態
を解析した結果、患者のクルクミンの最大血中濃度は11 nMに達したが、in vitro
の実験で使われるクルクミン濃度には及ばなかった。 
 クルクミンの薬物動態の悪さを克服するため、様々な工夫がなされてき
た。クルクミンは他の生薬由来の活性物質と組み合わせる事によって、腸管か
らの吸収を高めることができることが報告されている。例えば、黒胡椒由来の
ピペリンはヒトや動物においてクルクミンの腸管内吸収を高め、代謝分解を妨
げることによって、クルクミンの薬物動態を154%も向上させた[36]。また、よ
り活性の高いクルクミンのアナログ分子の合成も試みられ、その効能も研究で
確認されている[37-38]。別のアプローチとしては、リポソームと結合したクル
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クミンを合成し、クルクミンの細胞内への移行を促進することに成功した研究
グループもある[39]。 
6.5 クルクミンは通常の分子標的治療薬と違って多様な標的を持つ 
 ラパマイシンは高い特異性をもってFKBP12と結合しmTORC1を抑制す
るに対し、クルクミンはpromiscuous substanceとも言われ、多様な分子標的を持
っている。故に、クルクミンによる直接的な作用を観察するため、24時間では
なく、細胞に3時間または6時間のクルクミンを曝露させた後、ウェスタンブロ
ットの実験を行った（図2）。 
 両薬剤の違いをより明確にするため、図7のようなTime-courseの実験を
行った。短時間の薬剤の曝露を代表する6時間から長時間の24時間および48時間
まで、両薬剤によるAKT-mTOR経路への影響を調べた。 
 100 nMラパマイシンは短時間の6時間および長時間の24時間や48時間で
もmTORを効率よく抑制し、下流のS6のリン酸化を有効に抑制できた。一方、50 
μMクルクミンはラパマイシンと比べS6のリン酸化の抑制が限定的であったが、
時間が経つ事に連れて、上流のmTORおよびAKTのリン酸化も顕著に抑制できる
ようになった。この現象はAKT-mTOR経路以外も、クルクミンの多様な標的に
よる影響だと考えられる。 
6.7 クルクミンの催奇形性について 
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 クルクミンは経口投与では血中濃度が極めて低く、哺乳類を使った動物
実験では催奇形性が認められなかった。しかし、5μM以上のクルクミンをゼブラ
フィッシュの受精卵に投与すると、奇形を持つ稚魚が発生した[40]。クルクミン
は経口投与であれば、血中濃度がnM単位に留まり、催奇形性の心配がほとんど
ないが、薬物動態を改良したアナログまたは投与方法を用いた場合、妊娠中の
投与に関しては注意が必要だと考えられる。しかしながら、実際の臨床におい
ては妊婦における抗がん剤の投与は通常行われないため、クルクミンが抗腫瘍
剤として使われる場合、催奇形性が問題とされることはないと考えられる。 
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7 結論 
 クルクミンは大腸癌[33]、卵巣癌[41]、肺癌[42]、乳癌[43]など、様々な
悪性腫瘍の細胞増殖を抑制し、アポトーシスも引き起こすと報告された。ドキ
ソルビシンでさえ、滑膜筋肉腫、骨肉腫などの間葉系腫瘍[23]においてアポトー
シスの誘導が認められなかった。直接的な比較ができないが、間葉系でもある
横紋筋肉腫において、クルクミンによるアポトーシスの誘導が確認され[14]、ク
ルクミンの抗腫瘍剤としてのポテンシャルを期待させる研究結果が多々報告さ
れている。 
 この研究は子宮平滑筋肉腫細胞において、クルクミンによる細胞増殖抑
制作用、アポトーシスの誘導を示す事ができた。また、クルクミンによる抗腫
瘍作用のメカニズムはAKT-mTOR経路の抑制が関わっていることが本研究で分
かった。クルクミンは様々な腫瘍に対して抗腫瘍作用があると報告されたが、
子宮平滑筋肉腫に関する検討はこれまで報告されてなかった。今回の研究は初
めてクルクミンによる子宮平滑筋肉腫の抗腫瘍作用を示した論文である。この
研究を通じて、治療が難しい子宮平滑筋肉腫に新たな治療法の展開が期待され、
今後マウスなどを用いたin vivoにおけるクルクミンの効能の更なる検討も予定
している。 
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11 図説明 
図 1：A: SKN 細胞に 0.1nM から 100nM のラパマイシンを添加し、72 時間で培
養した後、MTS assay を用いて、細胞増殖能力を測定した。B: ラパマイシンに
24 時間曝露させた SKN 細胞における mTOR、p70S6 および S6 のリン酸化につ
いて、ウェスタンブロット法で調べた。C:  ラパマイシンに 24 時間曝露させた
SKN 細胞における Total PARP の発現および PARP の断片化（Cleaved PARP）に
ついて、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin は総蛋白質の量を示すコント
ロールである。 
 
図 2：A:  SKN 細胞に 5μM から 200μM のクルクミンを添加し、72 時間で培養
した後、MTS assay を用いて、細胞増殖能力を測定した。 B:  SK-UT-1 細胞
に 5μM から 200μM のクルクミンを添加し、72 時間で培養した後、MTS assay
を用いて、細胞増殖能力を測定した。C:  クルクミンに 3 時間および 6 時間曝
露させた SKN 細胞における AKT、mTOR、p70S、S6 のリン酸化および AKT、
mTOR、S6 の蛋白質発現量について、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin
は総蛋白質の量を示すコントロールである。D:  クルクミンに 3 時間および 6
時間曝露させた SK-UT-1 細胞における AKT、mTOR のリン酸化および AKT、
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mTOR の蛋白質発現量について、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin は総
蛋白質の量を示すコントロールである。 
 
図 3：A:  クルクミンに 3 時間および 6 時間曝露させた SKN 細胞における Total 
PARP の発現および PARP の断片化（Cleaved PARP）について、ウェスタンブロ
ット法で調べた。β-actin は総蛋白質の量を示すコントロールである。B: Vehicle 
(Veh) および 25μM から 200μM のクルクミンに 3 時間曝露させた後、SKN 細胞
を回収し、Caspase assay を行うための蛋白抽出を行った。Caspase-3 酵素の活性
を Veh と比較し、Student の t 検定で統計学的有意差の検定を行った。P 値は 0.05
より下回ると有意差があるとした。 
 
図 4：A： Veh および 25μM から 200μM のクルクミンに 48 時間曝露させた SKN
細胞を TUNEL assay で染色した。B：TUNEL 染色陽性率（核が黒茶色に染色す
れば陽性）を数値化し、グラフで表した。TUNEL 染色陽性率を Veh と比較し、
Student の t 検定で統計学的有意差の検定を行った。P 値は 0.05 より下回ると有
意差があるとした。 
 
図 5：AKT-mTOR 経路に関連する主なシグナル伝達分子についての略図 
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図 6：A： 200μM クルクミンに 3 時間および 6 時間曝露させた SKN 細胞にお
いて AMPK 特異的阻害薬の Compound C の添加の有無が AMPK、mTOR および
S6 のリン酸化に与える影響について、ウェスタンブロット法で調べた。β-actin
は総蛋白質の量を示すコントロールである。B：200μM クルクミンに 3 時間およ
び 6 時間曝露させた SKN 細胞において AMPK 特異的阻害薬の Compound C の添
加の有無が細胞増殖能力に与える影響について、MTS assay で確認した。 
 
図 7：SKN 細胞にそれぞれコントロール（0.1％DMSO [v/v]）、100nM ラパマイ
シンおよび 50μM クルクミンを添加し、0、6、24、48 時間でインキュベータに
て培養した後、細胞を回収しウェスタンブロットを行った。 
 
図 8：アポトーシスの略図 
